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® P^rfSnXsTgi^^^^^^^^^ ^'"^^ ^'''•^ Substrat bedeckenden 

i„ d„K« ! ll^V 1'! 'hror Untorseite eine bezuglich 
an ihrlr ns abdichtbarB Offnung (16) aufweist und 

Tninl^„?-R T-^^"*;*'""*'" "^^^ vorechlloSbar 1st, und 
men ErnlaS und einen AuslaB fCir eine Perfusionsfluss akeit 
sowe eina Offnung (26) zum EInfuhren enCrUnSu- 
chunBsvomchtung aufweist, wobei der BnlaS dureh die 
f28) aagi.L«t' :r UntersuchungsvoSung 
er M°21 mftt^fJ h"'' ^'".^ f^^^sionsflOssigkeitswechs- 
t-n in i'- L- wahlweise verschiedene Flussigkei- 

h!1T ^":E'"«hrung der Untersuchungsvorriohtung (28) 
dienende Offnung 26) einspaisbar sind (Fig 1) ^ ' ' 



Fig. 1 
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Beschrdbung Je an einem Substrat haftea einfach durchgcfohrt wer- 

. . ^ u S^AlfeabewirddurcheineVorrichtungmitden 
Es ist bekannt. Zellen. Zellenverbande ^rUnteSu M^Sialtn ^l^mchs 1 gelSst 

Die Verfahren zur schnellen App^kauon von Pe^^^^^ lo ^^^^^ ,S geand^ 
sionsnossigkeitcn bei diesen ^^f^^^^^^^JJ Si Ks. in dim sich das Untersuchungsobjekt vor 
sprungverfahren kSnnen genereU m zwei GruPP*" un ="^'L° ^ perfusion mit der Vorrichtung befmden 
??rteilf werden. Erstcns sogenannte Superfusionsv^^^^ und nach JerFert ^ ^ ^.^^^ ^^^^^^^ ^^^^^^^^ 
fahren. bei denen man die TestWsungen imt Hdfe von Jj^j^j^ ^jekt kann im Verlaufe der Untersu- 
beweglichen oder fixierten M|krokapJ^n flb^^^^^^ is ^j^'^^^'J^ ^„ Jsubs^^^ 

iS.^.L^nSb«^^^^^ ,^g.nL 

keS man durch dieses ROhrchen strOmen m per- 20 lautert. 

fundiert wird. Bei einer solchen Emnchtung. Je aia der ^^^^^^^^ vereinfachte perspektivische Ansicht der 

EP 0 519 110 Al bekannt ist, veriauft das als eme Art '^^henTeile der Vorrichtung: 

von Perfusionskammer dienende r» 2 eLe sSmittansicht einer weiteren AusfQh- 

SauganschluQ aus schrSg nach unten und f ^ ™ ninSorm einer. Perfusionskammer und 

einer MOndung bin hakenartig schrig nadi ol^ g^^^ 25 Schnittansicht einer weiteren AusfOh- 

krttmmt In die MQndung wirf erne MeBvo^^^ rungfform einer Perfusionskammer. ., . „ , 

2. B. eine Pipette. eingefOhrt. Die verschiedraen Perfu- ™g°^^^btung. deren wesentUche TeUe m Fig. 1 

sionsnassigkeiten kOnnen aus napfartigen Verdefrngen ^orn g^^^ Perfusionskammer 10 und 

eines drehbaren und anhebbaren Tisch^ m die d« ^^1^ PerfusionsflOssigkeitswechsler IZ Die Perfusion^ 
MOndung des Rahrchens eingetauoht wird. angesaugt 30 ^^^^qS^j^Jl^i^^e L wesentUchen ringfCrmige Sei- 

werden. ^ . 1 7 Al tenwand 14, die, eine untere Cffnung 16 und erne obere 

Aus der DD2 18 959 Al und der DE 33 17 551 Al t^nwana . p^^^^^j^^^kammer 10 begrenzt. Die 

sind geschlossene Perfusionskammern bekannt Objek ^™5ffnung 18 bildet einen Sitz 20 fttr einen mcht 

tcdil sich in einer solchen Perfusionskammer befmden. di^^^^ schUeBenden Deckel Die untere 

sind von auBennichtzuganglich. , Kulti- Offnune ist an der Unterseite der Perfusionskammer 

Aus der WO 82/03227 ist erne Vorrichtung zum KulU- „ 1° ni-htune, z. B. in Form eines in einer Nut 

vieren von ZeUen bekamit. die einen ^lindns=h«n K^- ™t em^ SS'^oder einer Elastomerschicht (mcht 

per aus Polycarbonat enthalt. der an emem od^r beiden "J^^J^^" " ^f^^^ so daB die untere Offnung al>dich- 

Enden kegelstumpff6rmig ausgebddet «t^^^^^ tXS eta Strat auf gesetzt werden kai^^ 
nache Ausdrehung aufweist. m der f « eta Untersuchungsobjekt 24 haftet. Die Seitenwand 14 

sigkeits-EinlaBkanal sowie em P«rf»"°^f °^!Lmmen Trt femer mit einim von auBen oben nach innen unten 

AuslaBkanalmanden.DieAusdrehungbJdetzus^e^ JlSg cfuSgehenden Kanal oder Loch 26 versehen. 

mit einer auf das ^egelstumpfWrmige Ende aufg^^^ SKrJuntersuchungsvorrichtung.z.B 

ten Zellkultursohale eine geschlossene Perfusion^^ eSKne Mikropipette 28 fOr Patch-Clamp-Untersu- 

mer. Die Abdichtung ^^^^Jf t'?!' "'S,^^! Kgen odei^endeine andere Hektrode oder Vor- 

Zellkulturschale erfolgt durch ."^ ^^'^'S- S2ng eingefflhrt werden kann. GegenQber der MQn- 

stumpffOrmigen Teil des K6rpers befmdende O-Ring- JJJ^JJ ^^l^es 26 weist die Seitenwand 14 einen Aus- 

Dichtung. « . . . . • ^/^..^ol,t,m.r Ttir laB 30 in Form einer Rohrstutzens auf, der Ober erne nur 

Aus der DE39 23 279A1 1st erne Yornchtimg zur dargestellte Schlauchleitung mit emer 

Kultivation von Zellen be^aimt. *e «u« TrSgerf^^^ ~ iJu^S 32 virbunden ist Da sich der EinlaB ober- 

enthalt. welche zwischen zwei in«nandergreifende kon- ^ W""'^^^^ befindet. kann die Perfusion auch 

tV:^;i':^r^SlSXS!^^^^ SSL^meraneinerHalterung.wieeinemMampuia- 

Substanzen kontaminiert. f/™ J^JeTsS *°Der PerfusionsnOssigkeitswechsler enthalt mehrere 

Verfahren kCnnen nur suspendierte Objekte untersucni dareesteUten Beispiel sechs nur schematisch 

werden. nicht jedoch Objekten wie Zellen und derglei- J* '^WlhfvSS^^ fOr PerfusionsflUssigkei- 

chen. die an einem Substrat haften. ?enS «wltaschtenfalls SpOl- und BadflOssigkeiten. 

DervorliegendenErfindunghegtausgchendvonAe- tM fewu^nte ^^^3 einem Auslaufrohr 

semStandderTechnikdie Aufpbezugninde.emeVo^^ 65 Di ^^^^^^''^'^J^," ^argesteUten Abgabevorrichtung, 
richtung anzugeben. bei der ein ''f "^^^J,^!'^!^* ^B.^5ier% von Pumpe. versehen, mit der eine be- 

r„«S!SL?e"LrT^^^^^^ stiLSS^-ge der jewe^iligen FlOssigkeit aus dem zu- 
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geharigen Auslaufrohr 40 zum Austreten gebracht wer- 
den kaniL Die Anordnung mit den Auslaufrohren 40 ist 
auf einer nicht dargestellten Verstellvorrichtung ange- 
ordnet, die eine Verstellung in Querrichtung 42 und in 
Langsrichtung 44 der Auslaufrohre 40 ermdgUcht, so 
da6 jedes gewunschte Auslaufrohr auf die Einlaufrinne 
36 der Perfusionskammer in Deckung eingestellt wer- 
den kann. Alternativ kann z. B. auch ein Perfusionsfltls- 
sigkeitswechsler verwendet werden, bei dem die Aus- 



i«7.f*«u« J- r • «w v.w«* i-kud- jo5ieniaurememtranspareatenTisch56eines 

S drehbaren Scheibe angeordnet ,o inversen Mikroskops, von dem nSr e^TdSs^^^ 



ist von einer wannenartigen Vertiefung 34a umgeben, 
die der Wanne 34 in Fig. 1 entspricht Das Substrat 22a 
ist ein Deckglaschen, das sich in einer Petrischale 53 
befindet, die eine BadflQssigkeit 54 enthSlt Die Perfu- 
sionskammer (und ggf. auch der Deckel) ist mit einer 
elektrisch leitenden Schicht 49 versehen. die geerdet ist 
und als elektrische Abschirmung dient Sie kann ihrer- 
seits mit einer Isolierschicht 51 Qberzogen sein. Die Pe- 
trischale 53 steht auf einem transparenten Tisch 56 eines 



In. die Perfusionskanrmier 10 kann auBerdem minde- 
stens ein Faserlichtleiter 46 (Monofaser oder FaserbOn- 
del) flOssigkeits- und gasdicht eingefQhrt sein, der eine 
Beleuchtung des Untersuchungsobjekts 24 und/oder die 
Auskopplung von Strahlung (z.B. Fluoreszenzstrah- 
lung) vom Untersuchungsobjekt erm6glicht Statt des- 
sen Oder zusStzlich kdnnen in der Perfusionskammer 
auch ein Photodetektor. wie eine Photodiode. und/oder 



15 



tivs 58 dargesteUt ist Solche Untersuchungssysteme 
sind bekannt 

Fig. 3 zeigt einen Horizontalschnitt einer Abwand- 
lung der Perfusionskammer 10a gemtfl Fig. 2. Entspre- 
chende Teile sind mit den gleichen Bezugszahlen wie in 
Fig. 1 und 2 bezeichnet, denen der Buchstabe "b" ange- 
fQgt ist Das Kammervolumen wird hier in seitlicher 
Richtung durch ein poroses, im Querschnitt etwa C-for- 
miges Bauteil 60 begrenzt, das von der ringfdrmigen 



Zwischenraum 62 verbleibt, in dem der AuslaB 30b mUn- 
det Die Perfusionsflussigkeit im Kammervolumen 11 
wird also hier durch das por6se Bauteil 60 hindurch in 
den Zwischenraum 62 und dann durch den AuslaB 30 
abgesaugt Der ringfarmige Zwischenraum 62 ist unten 
und oben geschlossen. Das pordse Bauteil 60 kann aus 
emem pordsen SinterkOrper aus Keramik oder Kunst- 
stoff, wie PTFE oder auch aus Metal] bestehen, wobei er 
dann als Abschirmung oder Referenzelektrode dienen 



SchlieBlich kann die Perfusionskammer erne Referenz- 
elektrode 48 for elektrophysiologische Messungen ent- 
halten. 

Zum Untersuchen eines Objektes 24, z. B. einer Zelle, 
die auf einem Substrat 22. 2.R einem Deckglaschen 25 
haftet das sich in einer mit einer BadflQssigkeit gefullten 
Petrischale befindet. wird die Perfusionskammer wie 
dargestellt. so auf das Substrat aufgesetzt, daB die Zelle 

in das von der Seitenwand 14 umschlossene Kammervo- uami ms Aoscmrmung oder Referenzelektrode dienei 
lumen zu begen kommt Da die untere Offnung 16 der 30 kann. Der Korper 50b derPeSs?o^kmi^^^^ 
lYflZ^ST"^^^ das Substrat und die obere mSB Fig. 3 kaSi aus einem bSS 

Offnung 18 durch den nicht dargestellten Deckel ver- nichtleitenden Material, 2. B. Kunststoff S oder tuch 
schlossen sind. smd das zum Einfiahren der Untersu- aus Metall bestehen. • ^^nststorr, t^ias, oder auch 

chungsvornchtung 28 dienende Loch 26 und der AuslaB Die Perfusionskammer 10b gem^B Fig. 3 entsoricht 

Sc?LS&^^^ Kammervolumen 35 im ubrigen der gemaB Fig. 2. so SfsSh eine 

nacn auuen tuju-en. Erlautenmg erflfarigt. 

Dies steUt em wesentUches Merkmal der vorHegen- Die beschriebenen AusfOhrungsbeisDiele lassen sich 

inderverschiedenstenWeSlesXTu^SSw^^^ 
^frSin-^SfcS ^ PerfusionsflOssigkeiten. die vom deln. In der Kammerwand oder lese umgebend Ki 

9 '^f W^nne 34 ein- 40 eine TTiermostatisiervorrichtmig zum llSSdS! 

KOhlen des Kammervolumens vorgesehen sein, z. B. 



^ a *M TT<uutci <jrr cm- 

geleitet werden. Zum Wechsel der Perf usionsflOssigkeit 
wird die Saugpumpe 32 in Betrieb gesetzt und die im 
Kammervolumen enthaltene FlQssigkeit durch den Aus- 
laB 30 abgesaugt Gleichzeitig wird neue PerfusionsflOs- 
sigkeit in das Loch 26 eingespeist Da die Perfusions- 
kammer 10 bis auf den EinlaB 26 und den AuslaB 30 
geschlossen ist. geht der Wechsel schneU und grundlich 
vonstatten, auBerdem smd keine weiteren Offnungen 
vorhanden. durch die Luft angesaugt werden kann. was 



trachtigt 

In Fig. 2 ist ein anderes Ausfuhrungsbeispiel einer 
Perfusionskammer fttr die vorliegende Einrichtung dar- 
gestellt Entsprechende Elemente wie in Fig. 1 sind mit 
den gleichen Bezugszeichen mit angefugtem "a" be- 55 
zeichnet, so daB eine kurze Erlauterung ausreichen durf- 
te. 

Die Perfusionskanmier 10a gemaB Fig. 2 enthait ei- 
nen Kdrper 50 aus Acrylglas. der unten einen ringformi- 
gen, naherungsweise zylmdrischen Teil 14a aufweist der eo 
der Seitenwand 14 in Fig. 1 entspricht Die obere Off- 
nung des nngfdrmigen Teiles 14a ist durch einen Deckel 
15 dicht geschlossen. Die untere Offnung ist von einer 
Nut umgeben. in der sich ein O-Ring 52 befmdet An den 
ringf6rmigen Teil 14a schlieBt sich ein schrag nach oben 65 
verlaufendes Seitenteil an, das ein Loch 26a fur die Un- 
tersuchungsvorrichtung28a und ein Loch fur den Faser- 
lichtleiter 46a enthait Das obere Ende des Loches 26a 



Peltier-EIemente oder Kanaie fQr ein Heiz- oder KQhl- 
fluid Die einlaBseitige Mundung der Offnung (Kanal) 26 
Oder 26a kann trichterartig, rinnenfarmig oder in irgend 
45 emer anderen geeigneten Weise ausgebildet sein. Die 
Perfusionskammer und/oder ihr Deckel kannen aus 
durchsichtigem oder undurchsichtigem Material beste- 
hea Die Perfusionskanuner kann einstflckig, d h. bis auf 
EinlaB-, AuslaB- und abdichtbare Offnung geschlossen 



^;-TT * u TT^.vi^ti n^m, Wild umiau-, Ausiau- und abdichtbare Offnuna ffesehloQiiAn 



Uffnung muB sich nicht unbedmgt unten befmden, sie 
kann auch in der Seitenwand vorgesehen sein. 

Patentanspruche 

1. Vorrichtung zum Untersuchen eines Objekts (24). 
das sich in einer ein Substrat (22) bedeckenden Per- 
fusionsflussigkeit befindet, mit einer Perfusions- 
kammer (1 OX die einen PerfusionsflQssigkeits-Ein- 
laB (26X in den eine Untersuchungsvorrichtung (28) 
einffihrbar ist, einen Perfusionsflttssigkeits-AuslaB 
(30) und eine Offnung (16) aufweist, die an einer 
Seite der Perfusionskammer (10) ang ordnet und 
mit emer Dichtung (52) versehen ist. so daB die 
Offnung (16) abdichtend auf das Substrat (22) auf- 
setzbar ist 

Z Vorrichtung nach Anspnich 1. dadurch gekenn- 
zeichnet. daB sich die abdichtbare Offnung (16) an 
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der Unterseite der Perfusionskammer (10) befmdet 
3. Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 
gckennzeichnet, daB die Perfusionskammer (10) ei- 
ne durch einen Deckel (15) verschlieBbare Offnung 
(18) aufweist 4. Vorrichtung nach Anspruch 1, da- 5 
durch gckennzeichnet, daB der PerfusionsflQssig- 
keits-EinlaB (26) aus einem Kanal besteht. der von 
der Innenseite der Perfusionskammer (10) schrSg 
nach oben veriauft und an seinem oberen Ende von 
einer Wanne (34) zur Aufnahme von Perfusions- 10 
flQssigkeitumgebenist . . u- >i 

5. Vorrichtung nach einem der Ansprflche 1 bis 4, 
gckennzeichnet durch einen PerfusionsflUssigkeits- 
wechsler (12), mittels dessen wahlweise verschiede- 
ne FlQssigkeiten in den zur EinfQhrung der Unter- 15 
suchungsvorrichtung (28) dienenden Perfusions- 
flOssigkeits-EinlaB (26) einspeisbar sind. 

6. Vorrichtung nach einem der AnsprQche 1 bis 3, 
dadurch gckennzeichnet. daB der PerfusionsflQssig- 
keits-AuslaB (30) mit einer Saugpumpe (32) verbun- 20 
den ist. 

7. Vorrichtung nach einem der AnsprQche 1 bis 6, 
gckennzeichnet durch einen Lichtieiter (46^ der ab- 
gedichtet durch die Wand (14) der Perfusionskam- 
mer (10) hindurchgefOhrt ist 25 

8. Vorrichtung nach einem der AnsprUche 1 bis 7, 
gckennzeichnet durch einen in der Perfusionskam- 
mer (10) angeordneten lichtsensor. 

9. Vorrichtung nach einem der AnsprClche 1 bis 8, 
gckennzeichnet durch cine in der Perfusionskam- 30 
mer (10) angeordnete Referenzelektrode (48). 

10. Vorrichtung nach einem der Ansprijche 1 bis 9. 
dadurch gckennzeichnet, daB die Perfusionskam- 
mer (10) eine ringf6rmige Wand (14) aufweist. die 
unten die abdichtbare C5ffnung (16) und oben erne 35 
durch einen Deckel (15) verschUeBbare Offnung 
(18)bildet . u- 

1 1. Vorrichtung nach einem der AnsprOche 1 bis 10, 
dadurch gckennzeichnet, daB die Untersuchungs- 
vorrichtung (28) eine Mikropipette aufweist 40 

12. Vorrichtung nach einem der AnsprOche 1 bis 11, 
dadurch gckennzeichnet, daB die Perfusionskam- 
mer (10) mit einer elektrischen Abschirmung (49) 
versehenist ^ v 

13. Vorrichtung nach einem der Ansprtlche 1 bis 12, 45 
dadurch gckennzeichnet, daB die Perfusionskam- 
mer (10) mit einer Thermostatisiereinrichtung und 
einem Temperatursensor versehen ist 

Hierzu 3 Seite(n) Zeichnungen so 
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